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CAPITULO I 

DESCRIPCION DEL PROBLEMA E HIPOTESIS DE TRABAJO 

La vasectom1a es uno de los procedimientos para el -

control de la natalidad que ha ganado terreno en los rtl ·

timos años. 

Posiblemente con el af!n de que se extienda m~s, se

ha llevado a cabo la difusi6n de que es reversible. 

Con respecto a ésto, la literatura reporta datos discor·

dantes. 

En unas fuentes se afirma que el procedimiento da 

lugar a una respuesta autoinmune lo que har!a al paciente 

est~ril¡ pero en otras se afirma que no hay consecuencias 

inmunológicas y en estas condiciones la vasectomia, s! -

serta reversible. 

La controversia se debe al hecho de que los m~todos

que son accesibles a los laboratorios cl!nicos muestran -

una enorme inespecificidad para la detecci6n de.anticuer

pos ántiesperma. 

Por otra parte, los estudios de que se dispone se 

han realizado en un nlhnero muy reducido de pacientes y 

por lo tanto no son representativos. 

Existen m~todos muy espec!ficos como la inmunofluo -

rescencia (IF), la contrainmunoelectroforesis (CIEF) y la 

inmunoelectroforesis (IEF) que por requerir de equipo 

especial no est~n al alcance del comtln de los laborato· -

rios clínicos. 
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En lo que respecta a la isoinmunidad en el estudio 

de parejas est~riles, sucede lo mismo, es decir que se

evalrtan generalmente por t~cnicas inespec!ficas dando -

resultados controvertidos. 

Para lograr la homogeneidad de criterios se hace -. 

necesario estudiar un n6mero mayor de pacientes emplea~ 

do un m~todo accesible a cualquier servicio de laborato 

rio y para ello se consider6 que la hernaglutinaci6n in

directa (HI), empleando eritrocitos de carnero recubier

tos con plasma seminal, reune las condiciones de poseer 

una alta especificidad y sensibilidad adem~s de que es 

accesible a cualquier laboratorio cl!nicq por no reque

rir equipo especial. ·· 
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1 • ANTECEDENTES 

CAPITULO II 

GENERALIDADES 

Por primera vez en el año de 1677, Antoni. Van Leeuwen

hoek report6 la presencia de los espermatozoides en el se -

men humano (19) y el hecho de que el espermatozoide es an -

tigénico fué descubierto en 1899 mediante la inoculaci6n de 

éste en diferentes especies, bas~ndose el descubrimiento -

en los estudios realizados por Landsteiner y Metchnikoff 

(36) • 

Metalnikoff en 1900 ·fué el primer investigador en ob

tener autoanticuerpos contra el espermatozoide, él inyect6 

a cuyos con espermatozoides hom61ogos: .(36) • 

En 1922 Meaker encontr6 en el ·suero de mujeres con 

infertilidad inexplicable ( 6 ,8 r un factor con propiedades 

citot6xicas para el espermatozoide. 

En· 1954, Rümke report6 que el vardn también puede 

producir anticuerpos en contra de ~stos • 

. cuando Franklin y Dukes, en 1964 reportaron una alta 

incidencia de actividad esperma-aglutinante en el suero··de 

mujeres con problemas de concepcidn, se dirigi6 el interés 

en la isoinmunizaci6n al esperma como· una posible causa 

de infertilidad (18). 
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Partiendo de esta base, en 1973 inv~stigadores mexica

nos produjeron una vacuna que se utiliz6 en mujeres pravo -

cándoles esterilidad temporal. (11, 26). 

Con el conocimiento del papel antigénico de los esper

matozoides, la posibilidad de consecuencias inmunol6gicas 

originadas después de una vasectom!a ha conducido a estu 

dios detallados sobre este problema (8) • 

Existen una variedad de m~todos que se pueden usar 

para la detecci6n de anticuerpos antiesperma. Durante 30 

años la mayor!a de los estudios han utilizado las técnicas 

de aglutinaci6n e inmovilizaci6n esperm~tica, obteniéndose 

mejores resultados con pruebas de inmunoprecipitaci6n en 

gel. 

Ultimamente con el fin de mejorar las técnicas para 

la investigaci6n de anticuerpos antiesperma se han probado 

hemaglutinaci6n indirecta y ELISA, (24,20). 
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1.1 Cornposici6n antigénica del semen 

El semen est~ constituido por células altamente di

ferenciadas llamadas espermatozoides, suspendidas en un me

d¡i.o l!qilido denominado plasma seminal. 

Los espermatozoides se forman a nivel de tubos se-

min!feros a partir de las espermatogonias, el proceso de 

, transformaci6n hasta llegar a espermatozoides se llama es--

permatogénesis y est~ determinado por la acci6n de la hor

mona folículo estimulante (HFS), (26). El espermatozoide 

maduro, consta de cabeza oval, cuello, pieza media y cola 

(fig. No. 1), (18,26). 

El plasma seminal además de servir de soporte a los 

espermatozoides, contiene las ·sustancias nutritivas para 

éstos. Esta constituido por los líquidos del epidídimo, 

conducto deferente, ves!culas seminales, pr6stata, glándu -

las bulbouretrales de Cowper y glándulas de Littré (26). 

En cuanto a composici6n quirnica, el semen contiene 

espermina, espermidina, fructosa, ac. ~sc6rbico, ac. cítri

co, colesterol, prostaglandinas, albúmina, IgG, IgA, IgM, 

alfa-1-antitripsina, alfa-1-glucoprotetna ácida, alfa-2-

globulinas; eriz.imas como fosfatasa ~cida, fosfatasa alcali

na, hialuronidasa, deshidrogenasa láctica; proteínas de 

1 ' f ' ' N + transporte como cerulop asmina y trans errina; iones a , 

+ - 2+ 2+ 2+ ~ . K , Cl , Ca , Mg ~ Zn , aminoácidos como ac. glut~mico, 
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lisina e histidina. La colina, m:.icina y e:t. tocoferol dan 

la caracter.1'.stica fluore5C8rlt.8 al semen (22,26,31) • 

La exposici6n al semen puede ocurrir en !:!l bot~bre 

mismo produciendo autoinmunizaci6n y en la mujer cau15.c:U:t9,o 
• 

isoinmunizaci6n (11,18). 

Mediante métodos muy sensibles de inmunoprecipitaci6n 

se han demostrado hasta 30 ant!genos, los cuales pueden 

ser espec.1'.ficos del espermatozoide o contribuci6n del 

plasma seminal cuyos antígenos revisten a la célula. esper

miitica. 

Es necesario tomar en cuenta los antígenos de histo-

compatibilidad que pueden jugar un papel importante en el 

mecanismo d~ isoinrnunizaci6n. Experimentalmente las enzi

mas espermáticas hialuronidasa y deshidrogenasa láctica 

también pueden ser inmunogéni?as (18,31). 
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1.2 Mecanismo de isoinmunidad contra antígenos seminales 

Se divide el mecanismo en dos vías: v!a de est.imulaci6n o 

aferente y vía de respuesta inmunol6gica o eferente. 

VIA AFERENTE 

Se ha encontrado una alta incidencia de anticuerpos 

anti-esperma asociada con infecciones vaginales por Sta -

phylococcus, Mycoplasma y Schistosoma. Se propone gue es

tos agentes infecciosos al provocar lesiones importantes 

como son las ~lceras de cuello, permiten que los antíge

nos espermáticos y seminales sean procesados por los ma

cr6fagos y presentados a las c~lulas inmunocompetentes. 

Las lesiones provocadas por dispositivos intrauteri

nos de igual manera facilitan el paso de proteínas semi

nales al torrente sanguíneo. 

La presencia de anticuerpos anti-esaerma en prosti~ 

tutas se explica por l.as agresiones sexuales a que son 

sujetas y que fre'cuentemente les provoca graves lesiÓnes. 

El' uso de f~rmacos (por ejemplo anovulatorios) es 

otro factór que puede provocar cambios en la permeabili

dad de la mucosa. 
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VIA EFERENTE 

La respuesta inmune contra antígenos seminales 

es tanto humoral como celular present~ndose una respuesta 

mayor y rn~s r~pida a nivel local. Se han realizado estu

dios experimentales de inmunizaci6n local en el tracto 

genital femenino, comprob~ndose su capacidad de respuesta 

inmune celular local y sistémica (reacciones de hipersen

siblidad retardada, inmunidad de transplante y memoria 

inmunol6gica). 

Adern~s en el cervix, endornetrio y trompas de falopio 

existe gran respuesta inmune secretora, representada por 

niveles altos de IgA secretora, pero poco se conoce de su 

relaci6n <Xlltra ant!genos seminales (6, 18), (Fig No. 2). 
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1.3 Mecanismo de autoinmunidad contra ant!genos seminales 

Existen diversas suposiciones para explicar la forma

ci6n de autoanticuerpos seminales en el hombre ( 6 ,8 ,18 ,36) • 

El aparato reproductor masculino presenta una barrera 

testicular sangu!nea, la cual es impermeable a prote!nas 

s~ricas en cond~ciones normales, protegiendo al hombre de 

la sensibilizaci6n contra sus propios espermatozoides. El 

punto d~bil de esta barrera est~ dentro de la red testi -

cular y °tlibulos eferentes. Esta barrera puede ser dañada 

por cirug!a, infecciones, trauma y obstrucci6n de los 

tdbulos y duetos. En tales condiciones los ant!genos es -

peimáticos interaccionan con el sistema inmune del hu~sped 

estimulando la producci6n de auto-anticuerpos e inmunidad 

celular (Fig. No. 3). Un ejemplo de este mecanismo puede 

ser la vasectom!a, mediante la cual se altera la integri

dad del vaso deferente y por tanto podr!a provocar la 

sensibilizaci6n del individuo (8). 

11 



• 

CIRUGIA 

TRAUMA 

VASOS 

EFERENTES 

·TUBOS 

SEMINIFEROS 

A/"'ZAClON 
"" ~ ~ VASROTOMIA 

.. BLOQUEO 

......._ª™~~.l....U--- EPIDIDIMO 

--m.!!~r~~·-#--...;_-ARTERIA ESPERMATICA 

INFECCION 

TRAUMA 

FIGURA No. 3 

12 



2. FRECUENCIA DE LA RESPUESTA DE TIPO HUMORAL 

En los ~ltimos años se ha reportado una incidencia ma-

yor de anticuerpos antiesperrna en el suero tanto de mujeres 

como hombres infértiles por Wilson, Rllmke, Franklin, Dukes, 

Kibrick, Shulman y muchos otros. 

El método más empleado para determinar la actividad 

humoral en contra del espermatozoide efijtá basada en la 

aglutinaci6n. del espermatozoide en presencia de un suero 

proveniente de pacientes infértiles (Franklin y Dukes 1964) 

A la fecha existe una gran discrepancia en los resultados 

proporcionados por este método, ya que existen factores 

externos que provocan la aglutinaci6n inespecífica del 

espermatozoide como lo son: agentes microbianos y químicos 

(23). 

En un estudio realizado con el suero de mujeres infér-

tiles (Janes 1973) (18), se compararon 2 técnicas: la.mi -
• 

croaglutinaci6n (Franklin y Dukes) y el método desarrolla-

do por Isojima o espermo-inmovilizaci6n (1968), ambas 

pruebas comunmente usadas para la detecci6n de anticuerpos 

antiesperma por la sencillez de su ejecuci6n presentaron 

la desventaja de su gran inespecificidad. 

La tabla No. 1 es un promedio de los resultados de.409 

sueros estudiados. 
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Tabla No. 1 

TECNICA ~ 
Microaglutinaci6n 1 Inmovilizaci6n 

% POSITIVIDAD 
MuJeres con 

1 
infertilidad 

inexplicable 26. 4 9.4 
primaria o 

secundaria 

Mujeres emba-

razadas corno 18.0 o.o 
controles ne-
gativos . 

• 
Como se observa la t~cnica de microaglutinaci6n tiene 

el inconveniente de dar resultados positivos en los sueros 

'controles de mujeres embarazadas, en los que no se espera 

presencia de anticuerpos. 

Boettcher (1970) 'demostr6 que la presencia de esteroi-

des producía aglutinaci6n espe~tica, con lo que se ex

plica la presencia de resultados inespecíficos en la t~c-

nica. 

En cambio, la ausencia de re·sultados positivos en los 

controles da a la t~cnica de inmovilizaci6n una mayor va-

lidez para la detecci6n de inmunidad hurnoral·antiespermá-

tica. 
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Los anticuerpos responsable~ de la espermoaglutina--

ci6n y espermoinmovilizaci6n residen en las clases IgM e 

IgG (Isojima, Boettcher). La acci6n de anticuerpos inmo-

vilizantes parece.ser sobre el acrosoma y la pieza media 

del espermatozoide mediante cambios en la permeabili~ad 

de la memi>rana (18). 

Se ha utilizado la técnica de inmunofluorescencia 

indirecta en la investigaci6n de anticuerpos antiesperma 

en mujeres infértiles (Hjort y Hansen, 1971). En 1961 

Sutherland y Landing demostraron mediante esta técnica 

la presencia de anticuerpos contra el espermatozoide en 

prostitutas. En las investigaciones de Hjort y Hansen se 

encuentra que existen 4 modelos de inmunofluorescencia 

sobre el espermatozoide que involucran el acrosoma, seg-

mento ecuatorial, membrana postnuclear y cola. Estudios 

posteriores usando la misma técnica han confirmado estos 

hallazgos. 

Ellos localizaron 4 antígenos en el espermatozoide: 

sobre el acrosoma, el cual es específico del esperma-

tozoide. 

sobre la membrana postnuclear, el cual es un antígeno 
de revestimiento 

~ sobre el segmento ecuatorial 

sobre la cola, otro antígeno especifico del espermato
zoide 

15 



Además encontraron que existfa inmunofluorescencia 

tanto en los sueros en estudio como en los sueros control 

en diluciones menores a 1:16 por lo que a su criterio se 

consideraron resultados positivos los·mayores a esta di

lución. 

La explicación de resultados positivos en los sueros 

controles negativos (sueros procedentes de niños o muje -

res embarazadas)_, se fundamenta en la presencia de anti 

cuerpos contra la lactoferrina, pues posiblemente su es-

tructura es semejante a otro antígeno de revestimiento 

del espermatozoide designado como SCA (sp~rm coating an

tigen). 

En la mayoría de las investigaciones realizadas en 

relaci6n con la autoinmunidad hacia el espermatozoide se 

han encontrado anticuerpos espermoaglutinantes en el 

suero de los pacientes en estudio. Es muy frecuente en

contrar títulos altos de estos anticuerpos en el suero 

de ho~bres infértiles. Empleando t~cnicas como la · esper

moinmovilizaci6n y hernaglutinaci6n se ha corroborado la 

presencia de autoanticuerpos en contra del espermatozoi

de (6). 

Los antígenos seminales involucrados en la autoinmu

nidad son similares a los que se describen en la isoinmu

n idad exceptuando los antígenos del complejo mayor de 

histocompatibilidad. 
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Utilizando diferentes t6cnicas se ha reportado una 

frecuencia del 3% al 20% de resultados positivos en hom-

bres inf~rtiles y del 0% al 5% en los controles. La dis-

crepancia de los resultados es el reflejo de las diferen-

cias en las t~cnicas utilizadas, de los pacientes selec-

cionados y el titulo considerado como reacci6n positiva 

que fluctaa entre 1:4 y 1:64. En la tabla No. 2 se des-

criben algunos de los resultados de estas investigacio-

nes (6). 

Tabla No. 2 

l-_I_n_v_e_s_t_i_g_a_d_o_r~-.-P-a_c_i_e_n_t_e----~--T-~-c_n_i_·c_a----%~d=e~r--e-su~l--_J estudiado tados posi-
tivos 

1-· 1 
~,,"' .... ~ '1 0"'1 C'\ lh b - \J.':11·11 om res macro - 1 l """'1"''-c;.\ .. _, . - -··-- - . 

inf~rtiles agluti- 5.7% 
naci6n 

\ 

hombres 
vasecto- 11 62.4% 
mizados 

hombres H,ema -
inf~rtiles gluti - 2.9% 

naci6n 

Husted (1975) hombre macro -
inf~rtil agluti- 6.7% 

naci6n 
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2.1 Aspectos cl1nicos 

Anafilaxis; este mecanismo de daño inmunol6gico es 

muy poco frecuente; Halpern 1976 report6 un caso de una 

mujer con anticuerpos IgE dirigidos contra glucoprote!nas 

del plasma seminal (18). 

En cuanto a la mayor!a de los hombres con anticuer

pos antiesperma se presentan antecedentes patol6gicos 

los cuales incluyen: trauma, prostatitis, vesiculitis 

seminal, epid!dimo-orquitis y atrofia testicular. 

Experimentalmente la producci6n de la orquitis in -

volucra la presencia de altos t!tulos de arrticuerpos 

antiesperma que pueden provocar al menos dos efectos 

clínicos; interferencia con la producci6n normal de es

permatozoides y reducción en su potencial de raigraci6n. 
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3. TECNICAS E~.PLEADAS PARA LA INVESTIGACION DE 
ANTICUERPOS ANTIESPERMA 

Las primeras pruebas descritas para investigar anti -

cuerpos antiesperma se basan en la aglutinaci6n o inmovi -

lizaci6n del espermatozoide (6, 18). 

En la prueba de Franklin y Dukes o microaglutinaci6p 

esperm~tica, se emplea una placa c6ncava en la que se co

locan el semen y el suero inactivado, efectuándose la 

reacci6n ant!geno-anticuerpo. La aglutinaci6n del esperma 

por el suero se observa al microscopio (20). 

La aglutinaci6n que se presenta es generalmente cabe

za con cabeza pero puede ser cola con cola o cabeza con 

cola. 

El hecho de que los espermatozoides sean fácllmente-

aglutinados en forma natural bajo una variedad de 

condiciones en ausencia de anticuerpos, dificulta la 

interpretaci6n de los resultados (20). 

En la prueba de Kibrick o macroaglutinaci6n, se 

utilizan espe;rmatozoides suspendidos en· un medio que con

tiene gelatina¡ el suero problema se coloca en tubos .de 

ensayo, en diluci6n seriada y se agrega una cantidad 

constante de la suspensi6n de esperma.ozoides. La aglu

tinaci6n se observa macrosc6picamente. La adici6n de ge

latina tiene por objeto disminuir las cargas el~ctricas de 
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repulsi6n favoreciendo la aglutinaci6n, pero no elimina 

interferencias por microorganismos o por hormonas sexuales 

esteroides que pueden modificar la aglutinaci6n del es-

permatozoide, dando resultados falsos positivos o negati

vos (6,20,23). 

Isojima y col. (1969) desarrollaron una prueba de 

inmovilizaci6n de los espermatozoides que es dependiente 

del complemento. En esta prueba, el suero inactivado se 

agrega a semen fresco y complemento; la movilidad esper

m~tica se expresa como la relaci6n entre el ntlmero de 

espermatozoides inm6viles despu~s de incubaci6n por 1 h. 

a 37°C, comparado con un testigo negativo constituido 

por un suero normal, semen fresco y complemento; una 

proporci6n mayor de 2:1 se considera positiva (16,36). 

Otra prueba es la inmunofluorescencia indirecta que 

comprende dos etapas; en la primera se prepara el ant1-

geno mediante una extensi6n d.e espermatozoides sobre un 

portaobjetos, se fija con metanol, despu~s se añade el 

suero del paciente se incuba y se lava para eliminar 

todas las prote!nas que no reaccionaron. 

En la segunda etapa la preparaci6n se cubre con 

suero anti-gamma globulina humana marcado con fluoresce1-

na, que reaccionar.f a su vez con el anticuerpo fijado al 

antígeno; se incuba y se lava para eliminar los anti

cuerpos libres. 
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Esta prueba presenta resultados inespec!ficos en 

diluciones menores 1:16 y su uso está limitado a los la-

boratorios que cuenten con el microscopio de fluorescen-

cia. 

En cuanto a las reacciones de inmunoprecipitaci6n 

se tiene que la doble difusi6n en gel, seg6n Ouchterlo-

ny desde que fu~ descrita por su autor en 1949, ha sido 

aplicada al estudio de un gran n6mero de sistemas anti-

geno-anticuerpo; entre ellos se encuentra la investiga-

ci6n de anticuerpos antiesperma (2,11,12). 

La reacci6n se lleva a cabo en el seno de un gel de 

agar en el que antígeno y anticuerpo se difunden en· for

ma radial, en el sitio donde se encuentren cantidades 

,í >equivalentes se forman bandas de inmunoprecipitado 

(1,2). 

Esta prueba p"resenta una mayor sensibilidad compa

rándola con las t~cnicas de aglutinaci6n .e inmoviliza -

ci6n; además de que su ejecuci6n es fácil, los resulta-

dos son reproducibles y fáciles de interpretar (25). 

Buscando una mayor sensibilidad en los m~todos pa-

ra la investigaci6n y cuantificaci6n de los anticuerpos 
• 

~rente al semen humano se aplic6 la t~cnica ce contra -

inmunoelectroforesis (CIEF). Empleando un gel de agar 

cargado negativamente, los anticuerpos cuya carga neta 
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es muy baja se desplazan hacia el c~todo por el flujo en

dosm6tico del amortiguador. Colocando el anticuerpo en el 

polo positivo y el antígeno en el polo negativo, al en -

centrarse ambos, se lleva a cabo la reacci6n de precipi-

taci6n (39). 

Por su parte la mayor sensibilidad en CIEF compara-

do con la doble difusi6n en gel se explica de la siguien

te manera: cuando se efectlla la doble difusi6n tanto el 

antígeno como el anticuerpo se di'funden en forma ''radial" 

en cambio en la contrainmunoelectroforesis antígeno y 

anticuerpo emigran en una zona más restringida, concen-

trándose uno hacia el otro dando m~s sensibilidad por 

•• evitar pérdida de reactivos. 

Mathur y Fudenberg estudiaron las técnicas de hema-

glutinaci6n indirecta y microcitotoxicidad en su afán de 

encontrar métodos suficientemente sensibles, específicos 

y que incluyan procedimientos que pueden ser de rutina. 

en los laboratorios de inmunología (23). 

La .. técnica de microcitotoxicidad propuesta por Ma -

thur y Fudenberg puede ser considerada como modif icaci6n 

.del método original de Hammerlynck y Rümke (35). 

Consiste en hacer reaccionar una suspensi6n de es

permatozoides previ!1111ente tratados con diacetilfluores -

ce!na, con diluciones del suero del paciente en presen -
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cia de complemento. Los espermatozoides vivos presentan 

fluorescencia de color verde, mientras que las células 

muertas tienen un color anaranjado; los resultados se 

observan empleando el microscopio de fluorescencia (31). 

Lo mas reciente fué reportado por L. ~ettler al em

plear la t~cnica inmunoenzimática (ELISA) a la investi

gación de anticuerpos antiesperma, la cual consiste en 

acoplar los antígenos espermáticos a una fase sólida 

(celulosa, las concavidades de una placa de ~ucita o 

bien a esferas de plástico) , poniéndolos en contacto con 

el suero problema. Se mantiene la mez.cla en incubaci6n 2 

horas a 37ºC, seg~ida de lavados con amortiguador sali

no de fosfatos. 

Despu~s de este tratamiento se agrega antigarnma 

globulina humana marcada con peroxidasa, se incuba 1 hora 

a 37°C y se lava con amortiguador. Para el ~evelado de 

la reacci6n se utiliza como sustrato peróxido de hidr6-

geno y o-fenilen diamina, la intensidad del color produ~ 

cido se mide espectrofotom~tricamente a 492 nm. 

Los valores de absorbancia obtenidos en los sueros 

problema se interpolan en la curva de referencia que se 

realiza con sueros hiperinmunes obtenidos en conejos 

(24). 
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4. HEMAGLUTINACION INDIRECTA 

La aglutinaci6n de un antígeno forme por su anticuer-

po es una forma clásica y simple de investigar y cuantifi-

car los anticuerpos en suero. As! en el caso de algunos 

·antígenos solubles éstos pueden ser adsorbidos sobre mate-

riales inertes como partículas de bentonita o látex y de 

esta manera actuar como antígenos formes y dar la reacci6n 

de aglutinaci6n. Cuando se recurre al artificio de adsor-

: ber a los antígenos en partículas inertes~ a este procedi- · 
• 

miento se le llama aglutinaci6n indirecta o pasiva (15). 

En la hemaglutinaci6n indirecta se· utilizan como so

porte del Ag o del Ac eritrocitos de carnero o hilmanos 

tipo "O", debido a que son fáciles de obtener y de con -

servar en el laboratorio bajo ciertas condiciones, duran-

te por lo menos 15 días. Otra ventaja que ofrecen es que 

fijan espontáneamente a su superficie a polisacáridos y 

proteínas antigénicas, cualidad que se incrementa cuando 

los eritrocitos son tratados con sustancias como el ~cido 

t4nico, glutaraldehído o formalina ·(9,38). 

Esta t~cnica en general se considera altamente sen-

sible y fácil de realizar, 'por lo que su empleo se ha 

difundido ampliamente para el diagn6stico de un gran 

ntbnero de enfermedades. 

24 



Siendo crítica la carga el~ctrica de la partícula y 

del agente para sensibilizar (Ag o Ac), la adsorci6n o aco

plamiento del antígeno a los gl6bulos rojos puede favo-

recerse por el tratamiento con ciertas sustancias, como en 

el caso de tratamiento con ácido tánico lo que mejora la 

capacidad de adsorci6n de los eritrocitos por el antígeno 

mediante fuerzas electrostáticas. 

Tambi~n el ácido tánico acttta aumentando la agluti

nabilidad de los gl6bulos rojos y estabilizando su ~em -

brana •. 

Otra forma simple y efectiva de uni6n del ant!geno a 

los eritrocitos es ~ediante.enlaces covalentes favoreci -

do por el uso de compuestos como bencidina b!s-diazoada 

difluoro dinitrobenceno y cloruro cr6rnico (15) ; 

El fundamento de la t~cnica de hemaglutinaci6n indi-

recta para la semicuantificaci6n de anticuerpos consiste 

en utilizar eritrocitos de carnero como· soporte para el 

ant!geno; se hacen reaccionar cantidades constantes de la 

suspensi6n de eritrocitos sensibilizados con el antígeno 

frente a diluciones seriadas del suero problema, (Esque-

rna No. 4) • 
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Las inmunoglobulinas espec!ficas para el ant!geno 

aglutinarán a los eritrocitos. La dilución más alta de 

suero que produce una hemaglutinaci6n clara representa 

el t!tulo de anticuerpos (9). 

En este procedimiento los eritrocitos de carnero se 

lavan con amortiguador salino de fosfatos pH=7.2 se tra

tan primero con ácido tánico dilu!do 1:20,000 incubando 

15 min. a 37°C y se lavan las c~lulas con amortiguador. 

Finalmente los eritrocitos sensibilizados se hacen reac

cionar con el suero en estudio, llevándose a cabo la 

reacción de hemaglutinaci6n si hay presencia de ~nticuer

pos contra el ant!geno (9,15,38). 

Como algunos sueros humanos contienen anticuerpos 

heter6filos capaces de aglutinar eritrocitos de carnero 

es necesario incluir en la t~cnica un control de los 

sueros problema con eritrocitos tanados sin sensibilizar 

(9, 38). 

La técnica puede realizarse en tubo (macrot~cnica) 

o en placa de microtitulación con fondo en "U" (microtéc

nica). Para pruebas más sensibles se-utilizan tubos, pero 

esto implica un mayor gasto en reactivos y que .trat4ndose 

de las comercializadas representa un precio elevado, por 

lo tanto' se usa con mayor frecuencia placa de microtitu

laci6n con la cual hay una gran sensibilidad y un ahorro 
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considerable de reactivos (9). 

Para la microt~cnica se requiere cierto equipo espe -

cial; placas de microtitulaci6n, micropipetas y microdilu

tores; pero con la ventaja de su ~lta sensibilidad y su 

Ucil manejo. 

Los eritrocitos sensibilizados pueden emplearse por 

un tiempo limitado, para preservarlos y poder almacenarlos 

existen varios m~todos como el tratamiento con formaldeh1-

do y cuando se desea una mayor vigencia del reactivp la 

liofilizaci6n (9, 15). 

Sobre la.investigaci6n de anticuerpos antiesperma 

hay reportes de autores como Gupta,, Southam, Mathur y 

Fudenberg que aplicaron la t~cnica de hemaglutinacion in -

directa (6,23), en la b~squeda de una mayor sensibilidad 

y especificidad que no encontraban en las t~cnicas tradi

cionales .de aglutinaci6n. 
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AMORTIGUADOR SALINO DE 

15 min 

pH • 6,4 FOSFATOS • 

pH•7.2 15 min o 
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2.5% 
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AC, TANICO 1:20,000 

~UERC:; 

ººº o 
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HEMAGLUTINACION INDIRECTA 
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CAPITULO III 

PAP.TE EXPERIMENTAL 

1. DIAGRAt-'.A 

~-------10btenci6n del inrnun6geno 
(plasma seMinal estéril) 

Obtenci6n del suero 
inmune en conejos 
(control [+] ) 

l~ruebas áe-;;~teriiia~d., 
bacteriana y mic6tica ----------------

'· 1 Evaluaci6n por el método 
~de Ouchterlony (D.D) 

y Desarrollo 1 
evaluaci6n del 
método de her::a

-~Dete:i;minaci6n de subs-¡ 
tancia ce_ grupo 

Deterr.linaci6n de pro -
>- teínas (método c"!e Biu-

ret) 

Obtenci6n del 
antígeno (plasrr:a 
seminal) 

gl u tinaci6n .1--------
indirecta i!!!.~I 

'Estudio -¿~~para Ü vÓ--h, 
con contrainmunoelec-
troforesis (CIEF) , 

Sensibilizaci6 ·--~Esquema de tanado 
de eritrocitos 
con plasma 
seminal 

l~~ontaje d.e 

Determinación de la 1 
diluci6n 6ptima del 
antí eno 

sensibil·izaci6n¡ 

,-F-o_r_m_a_l_,i-n~i,...z_a_c_i,...6.,...n- de lOS] 

eritrocitos .. 1 

Esquema para microtitlllaci6nl 

Investigaci6n de anticuerpoS-

. ' 

- ............. _._ antiesperrna-humano en indivi- ..... .1 
duos estériles, mujeres mul _i~---
t!paras y vasectomizados 
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2. OBTENCION DEL ANTIGENO 

Se utiliz6 en las t~cnicas de doble difusi6n (DO) , 

hemaglutinaci6n indirecta (HI) y contrainmunoelectrofore-

sis (CIEF). 

• El semen se obtuvo recolectando las muestras sobran-

tes de espermatobioscopías con resultados normales, del 

centro hospitalario "20 de noviembre" del ISSSTE, de la 

Unidad de Gineco Obstetricia del Centro ~~dice Nacional 

y de la Cl1nica 32 del IMSS. 

Las muestras se mantuvieron congeladas por separa

do hasta tener un buen ntlmero o.e ellas, (aproximadamen-

te 60 muestras de 2 ml cada una) • 

Posteriormente se descongelaron y se centrifugaron a 

3 000 rpm durante 20 min para poder determi:1ar en el plas-

ma seminal la presencia de substancias de grupo A y B me

dian te reacciones de inhibici6n de la aglutinaci6n 

(Apéndice II-1) • 

S6lo se conservaron las muestras que carecieron de 

substancias de grupo sanguíneo. Esto es necesario pues 

la substancia de grupo presente en el plasma seminal de 

individuos secretores se podría adsorber en los gl6bu-

los rojos de carnero que se emplearon en la técnica de 

hemaglutinaci6n indirecta y posteriormente reaccionaría 

con las isoaglutininas presentes en los sueros en estudio • 

• 
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Una vez comprobada la ausencia de substancias de gru

po se form6 un lote, mezclando todas las muestras. 

Se tom6 una muestra de 1 ml y se deterr:iin6 la canti

dad de proteína en el plasma seminal por el método de 

Biuret (Apéndice I-1, la concentraci6n fué de 0.035gfdl 

Se distribuy6 el plasma seminal (P. S.) en alícuotas 

de 0.5 ml que se mantuvieron en .congelaci6n hasta su uso. 

Para el desarrollo y evaluaci6n de la t~cnica pro

puesta, fué necesario obtener suero inmune de conejos. Es

te suero se utiliz6 como control positivo. Para esto se 

recolect6 el semen de muestras de espermatobioscopias con 

resultados normales, en los mismos centros hospitalarios 

(Ap~ndice II-4). 
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3. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF) 

Se realiz6 un estÚdio comparativo con CIEF porque se 

ha comprobado que es una técnica inrnunol6gica muy sensi -

ble y confiable en la investigaci6n de anticuerpos frente 

al semen (2), (Esquema No. 5). 

Para cada corrimiento electroforético (Apéndice II-5): 

Se desconge16 un frasco con plasma seminal y se pre

pararon diluciones seriadas de 0.5 ml en soluci6n salina 

hasta una diluci6n 1:1280. 

Las condiciones para cada corrimiento fueron: 

potencial 9 v/cm . 

amortiguador para la cámara pH=8.6 

tiempo de corrimiento 45 rnin 

p = o.os 

Se probaron los sueros positivos determinándose el 

t!tulo de ellos, los resultados fueron los siguientes: 

· CIEF t.ttulo 

Suero (+) 1 1:160 

Suero (+) 2 1:80 

Suero (+) 3 1 :10 

Suero (+) 4 1:160 
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diluciones 

agar amortiguador 'agua 
purum acetato desionizada 

veronal 
0.375 g pH 8.6 22.5 ml 

2.5 ml 

•• • • • 

timerosal 
1:100 
0.25 ml 

• 

de 

• • • • ••• 
n n cada vez 3 ml 

ob;:•b 
• • • • • • 
• •• • •• 

& ( 

I 
I 

ESQUEMA No. 5 

Ag 

u ~ 
•• •• 
•• •• •• • • 

~ Ac 

~ • •• • •• 
45 mio • • ••• ' 'i •• 

~ • •• ,,. __ 
e • •• 

PROCESO DE TRABAJO 

EN CIEF 
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4. HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI) 

En la técnica se utilizaron gl6bulos rojos de car -

nero (GRC) como soporte del antigeno. 

En condiciones estériles se tom6 10 ml de sangre en 

soluci6n de Alsever, se centrifugó a 2 000 rpm durante 

3 min, desechando el sobrenadante y se lav6 3 veces con 

amortiguador salino de fosfatos (ASF) pH=?.2 y se prepa

r6 la suspensi6n de glóbulos rojos de carnero al 2.5%. 

30 ml de la suspensión de GRC al 2.5% se trataron 

con el mismo volum¿n ·de una solución de ac. t~nico 

1:20,000, incubando 15 min a 37°C en un baño de agua 

(Apéndice II-6) • 

Se centrifugaron a 2 000 rprn durante 5 min. Se lav6 

3 veces con amortiguador salino de fosfatos pE 7.2. 

Se restituy6 el paquete con el mismo volumen (30 ml) 

pero ahora con ASF pH=6.4 

Para determinar la diluci6n 6ptima 'ce antígeno se 

descongel6 plasma seminal y se prepararon diluciones 1:10 

1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320 con amortiguador salino 

de fosfatos pH=6.4, (Esquema .No. 6). 

Se procedi6 a sensibilizar los gl6bulos rojos con 

cada diluci6n de antígeno de la siguiente forma: 

A cada diluci6n se le agreg~ el mismo volumen de gló

bulos rojos al 2.5% tanados, dejando como control un' volu

men de ·gl6bulos rojos sin ant!geno. , 
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Se incubaron los tubos a 37ºC durante 15 min y se 

centrifugaron 5 min a 2 000 rpm. se lavaron 3 veces con 

amortiguador salino de fosfatos pH=7.,2 con suero normal 

de conejo (SNC) al 1%. 

Finalmente se restituyeron las c~lulas sensibiliza -

das con ASF pH=7.2 + SNC 1% para tener una c'oncentraci<'.Sn 

al l.5%. 

La diluci6n 1:80 de plasma seminal fu~ la diluci6n 

6ptima de antígeno pues esta fu~ la diluci6n más ba~a de 

antígeno que dio el título más elevado 1:16384 con los 

sueros inmunes y ademá'.s no dio re·acci6n con el suero 

negativo. 

Se observ6 que las diluciones 1:10, 1:20, 1:40 die-

ron reacci6n con el ·suero negativo. 

HI título 

suero (+) 1 1 :16384 

Suero (+) 2 1: 16384 

Suero (+) 3 1:16384 

Suero (+) 4 1:16384 

35 



suero (+) 
suero (+) 2 
suero (+) 3 

suero (+) 4 

suero (-)NC 

diluyente 

&uero (+) 
suero (+) 2 

suero (+) 3 
suero (+) 4 

suero (-)NC 
diluyente 

HEMAGLUTINACION INDIRECTA 

Placa problema: GRC sensibilizados 

1 2 3 .4 5 6 7 8 9 10 11 12 

] A 00 0000000000 
B 

00 ºººººººººº ºººººººººººº e 
D 00 0 0 000 00000 
E 00 0 000000000 J 
F ººoººººººººº J 
G ºººººººººººº 
1: 8 16 32 64 128 16384 

Placa control: GRC sin sensibilizar 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1-

A 00 0000000000 
B 00 000 0000000 
e O O 00 O 0000000 
nOO 000.0000000 
E0.Q 0000000000 

FOO ºººººººººº G00000Q000000 

1: 8 16 32 64 128 16384 

-J 

sueros 
positivos 

control 
ne¡ativo 
control 
diluyente 

control 
para Ac 

de 

. heterófilos 

control de 
GR. 

DETERMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DE ANTIGENO 

ESQUEMA No. 6 
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4.1 Montaje de la técnica. Esquema para microtitulaci6n 

Se utilizaron placas de microtitulaci6n con fondo en 

"U." los sueros problema y sueros controles (+) y (-) se 

inactivaron a 56°C en baño mar!a 30 min. Se realiz6 una di

luci6n inicial de los sueros, 1:8 pues se observ~ que a di

luciones menores se obtuvieron reacciones inespec!ficas. 

Para cada placa se manej6 un control (+) , un control 

(-), el control del diluyente (ASF pH=7.2 + SNC 1%) y la 

placa control en la cual se utilizaron GRC sin sensibilizar, 

la cual sirvi6 para los controles de anticuerpos heter6fi

los y gl6bulos rojos, (Esquema No. 8). 

Se deposit6 0.025 ml del diluyente a partir del pozo 

2 en todas las hileras para los sueros •. En la hilera del 

control del diluyente se comenz6 desde el pozo l. 

A continuaci6n se agreg6 O.OS ml de las diluciones 1:8 

de los sueros, en los pozos 1 de cada hilera, menos en la 

hilera del control del diluyente. 

Se cargaron los microdilutores en los pozos 1 de cada 

hilera transfiriendo 0.025 ml de los siguientes pozos, se 

mezcl6 y nuevamente se transfiri6 repitiendo el proceso has

ta el dltimo pozo del cual se descart6 0.025 ml. 
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Ya hechas las diluciones de los sueros se agreg6 0.025 

ml de gl6bulos rojos de carnero sensibilizados a todos los 

pozos. A la placa control se le agreg6 la suspensi6n de 

GRC no sensibilizados. 

Inmediatamente se agitaron en un rotor durante 5 mi

nutos y posteriormente se dejaron en reposo a temperatura 

ambiente durante 2 a 3 horas. 

Un resultado positivo ocurre cuando los eritrocitos 

aglutinan en forma homogénea en la oquedad. En un. re

sultado negativo se forma un bot6n en el fondo del pozo. 

La dilución más alta de suero que muestra una hemaglu

tinaci6n clara se considera como punto final de la reacci6n 

y representa el título de anticuerpos. (Esquema No. 7). 

En el caso de presencia de anticuerpos heter6f ilos 

fué necesario repetir la prueba con el suero previamente 

absorbido con glóbulos rojos de carnero. 

Los sueros de personas estériles, mujeres multíparas 

e individuos vasectomizados fueron gentilmenté proporcio

nados por la Unidad de Gineco-Obstetricia del Centro r,;édi

co Nacional, por la Clínica 32 del IMSS y en su mayor par

te por el laboratorio particular del Dr. Luir Rodríguez 

Villa, jefe del laboratorio del Sanatorio Español. 
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8 
a) amortiguador salino 

de fosfatos pH=7.2 
+ suero normal de 

b) 'oon•J• 'Q' 
~--

){ O.O:> ml 

e) 

d) 

--

suero 1:8 

dilucioneR 

11 ~· ... o.02j ml Q i'll .. la ... ·- . o;rg ...... 
· 0.025 ml 

B 
1: 8 16 32 64 128 256 ~( . 

~--

GRC al 1.5% 
sensibilizados 

lJ u 
l ' 2 3 4 5 i]' 7 8 

t{3. 0 0 ~- 0 =?~: fo\ '-" 
~V~~~ - \V\V 

l~ 8 16 32 64 128 512 1024 

TITULO 

HEMAGLUTINACION INDIRECT,\ 

MICROTF.CNICA 

ESQUEMA No. 7 



suero 
suero 
su.ira 

suero 

suero 

suero (+) 

suero (-) 
diluyente 

suero 
suero 

tmero 
su .. ro 

suero 

suero (+) 
suero (-) 
diluyente 

Placa problema: GRC Shn~ibilizados con dil. 6ptima de Ag 

l 2 3 4 5 ó ., 8 9 10 11 12 

A000000000000 
LB 00 0000000000 
:; e 00 O 000000000 
4 D 000000000000 

5 E.ºººººººººººº 

l 
2 

3 
4 

5 

l 
l 

F 00 0 000000000 
G 00 0 000000000 
H 00 0 000000000 

l: a 16 n 64 ¡ z,: 16184 

Placa control: G~C sin sensibilizar 

l 2 3 4 s ó 7 8 9 10 11 12 
A 00 0000000000 
B 00 ºººººººººº e O O ºººººººººº D 0 0 ºººººººººº E000000000000 
F o o ºººººººººº (, o o o o o·º oººº o o 
Ji o o o o o o o oºº o o 
l: S 16 32 64 1L8 16384 

I• 

] 
J 
] 

·-

j 

n roblemas 

control po~itivo 

control negativo 
control de diluyente 

control 
para 
Ac 
hcter6f ilos 

control de GR 

APLICACION DEL }!ETODO EN SUEROS l'ROBLE~IA 

ESQt:E~ú\ . No. R 



4.2 Estabilización de los reactivos. Formalinizaci6n 

A una suspensi6n de GR (30 ml) sensibilizados con 

píasma seminal y al mismo volumen de células no,sensibi

lizadas (control negativo de ant!geno heter6filo), se les 

agreg6 lentamente, gota a gota, 3 rnl de forrnalina al 40%. 

Se dej6 reposar 18 horas a 4°C, al cabo de este pe

r!odo se agreg6 nuevamente el mismo valumen de forrnalina. 

Al tercer día se retir6 el sobrenadante resuspen

diendo las células forrnalinizadas al volumen original con 

amortiguador salinó de fosfatos pH = 7 .2 + SNC 1% llevan

do la suspensión al 1~5%. Finalmente se agregaron 3 go

tas de formalina al 40%. 

Las células as! tratadas tienen un tiempo de vigen

cia aproximado de 6 meses y el titulo m~ximo obtenido con 

los sueros hiper inmunes fue' 1: 2, 048. 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

MATERIAL ESTUDIADO 

A) 5 

B) 1 

C) 1 

D) 11 

E) 100 

F) 50 

G) 2 

sueros de conejos inmunizados 

con plasma seminal humano, 

como control (+) 

suero inmune de fuente comer

cial 

suero control (+) humano 

sueros procedentes de niños, 

como control (-) 

sueros de personas est~riles, 

sin causa org~nica 

sueros de mujeres mu!típaras 

sueros de individuos vasecto

mizados 
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RESUL'.L'ADOS 

Resultados obtenidos en los sueros humanos estudiados por 

la técnica de hemaglutinaci6n indirecta: 

Personas estériles no se detectaron anticuerpos 

antiesperma 

Mujeres multíparas un suero positivo en 50 

muestras, t!tulo 1:32 

Individuos vasecto- no se detectaron anticuerpos 

mizados an tiesperma 

Por CIEF y doble difusi6n no se detectaron anticuerpos 
• 

antiesperma en los sueros estudiados. 

Controles positivos utilizados en el desarrollo de· la 

técnica: 

Sueros de conejos t!tulo 1:16,384 

inmunizados con 

plasma seminal hu-

mano. 
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DISCUSION 

Solo se encontraron anticuerpos antiesperma en uno de 

50 sueros procedentes de mujeres multíparas, el título en

contrado fué 1:32. Se estudiaron 100 muestras. de pacientes 

infértiles y no se detectaron anticuerpos antiesperma, se

guramente porque la infertilidad se deb!a a otros motivos 

por lo que se considera necesario trabajar con una pobla

ci6n mayor restringida a aquellos pacientes en los cuales 

se han excluido otras posibles causas de infertilidad. 

En el caso de los individuos vasectomizados solo se 

pudo estudiar un número muy pequeño de muestras. 

En el suero con resultado positivo no se detectaron -

anticuerpos antiesperma por las técnicas de inmunoprecipi

taci6n pues era necesario al menos un título 1:100 en he

maglutinaci6n indirecta para que se obtuvieran banCl.as de 

precipitaci6n. 
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CAPITULO V 

RESU~EN 

En el presente trabajo se aplic6 la técnica de hema-

glutinaci6n indirecta para la investigaci6n de anticuerpos 

antiesperma-humano, en sueros con alta probabilidad de 

presentarlos como son los procedentes de personas estéri-

les, mujeres multíparas e individuos vasectomizados; uti-

lizando las técnicas de doble difusi6n y contrainmunoelec

troforesis como métodos de cornparaci6n. 

Se plane6 desarrollar la técnica de hemaglutinaci6n 

en este sistema inmunol6gico por ser un método accesible 

a cualquier laboratorio ya que su ejecuci6n es sencilla, 

no requiere de un equipo complicado y tiene una gran sen-

sibilidad. 

Para el desarrollo y evaluaci6n de la técnica propues-

ta se obtuvieron sueros inmunes de conejos, estos sueros 

se utilizaron como controles positivos • 

Lo siguiente fué la recolecci6n del antígeno (plasma 

seminal), obtenido de espermatobioscopías pero empleando 

s6lo las que carecían de substancias de grupo A, y B. Para 

conocer la concentraci6n de proteínas antigénicas se de-

termin6 su concentraci6n por el m~todo de Biuret. 

Como controles negativos se utilizaron sueros proce-

dentes de niñqs. 



Después se realiz6 el montaje de la técnica. Se 

emplearon eritrocitos de carnero sensibilizados con plas

ma seminal para lo cual, se procedió al tanado de las cé

lulas y posteriormente se busc6 la diluci6n 6ptirna oel 

antígeno para sensibilizarlos. 

Con todo lo anterior se procedi6 a evaluar el esque

ma de microtitulaci6n, empleando los controles positivos, 

los sueros negativos y además un control del diluyente y 

una placa duplicado pero utilizando eritrocitos de 9arne

ro sin sensibilizar, que sirvi6 como control para anti- -

cuerpos heter6filos y control de eritrocitos. 

El estudio se hizo comparativo con CIEF, pero los re

sultados de esta técnica fueron similares en cuanto a sen

sibilidad con doble difusi6n radial. 

Esto se debe a que la contrainmunoelectroforesis es 

especialmente susceptible a cualquier cambio en factores 

como pH y fuer.za i6nica del amortiguador, voltaje e in. - -

tensidad de corriente aplicados, temperatura, grosor del 

gel, etc; lo que se evita al tener un cuidado extremo de 

"""' estas variables y con el manejo cont!nuo de la técnica. 

La sensibilidad de la técnica de hemaglutinaci6n in

directa fué 100 veces mayor que las pruebas de inmunopr~

cipi taci6n en gel, empleando para sensibilizar a los gl6-

bulos rojos de carnero, una diluci6n 1:80 de plasma semi

nal con una concer.traci6n de proteínas de 0.035 g/dl. 
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De~pu~s se realiz6 el montaje de la t~cnica. Se 

emplearon eritrocitos de carnero sensibilizados con plas-

ma seminal para lo cual, se procedi6 al tanado de las cé-. 
lulas y posteriormente se busc6 la diluci6n 6ptima cel 

ant!geno para sensibilizarlos. 

Con todo lo anterior se procedi6 a evaluar el esque

ma de microtitulaci6n, empleando los controles positivos, 

los sueros negativos y además un control del diluyente y 

una placa duplicado pero utilizando eritrocitos de ~arne~ 

ro sin sensibilizar, que sirvi6 como control para anti- -

cuerpos heter6filos y control de eritrocitos •. 

El estudio se hizo comparativo con CIEF, pero los re

sultados de esta técnica fueron similares en cuanto a sen-. 

• sibilidad con doble. difusi6n radial. 

Esto se debe a que la contrainmunoelectroforesis es 

especialmente susceptible a cualquier cambio en factores 

como pH y. fue·r.za ü'inica del amortiguador, voltaje e in - -

tensidad de corriente aplicados, temperatura, grosor del 

gel, etc¡ lo que se evita al tener un. cuidado extremo de 

estas variables y con el manejo cont!nuo de la técnica. 

La sensibilidad de la técnica de hemaglutinaci6n in

directa fué 100 veces mayor que las pruebas de inmunopre

cipi taci6n en gel, empleando para sensibilizar a los gl6-

bulos rojos de carnero, una diluci6n 1:80 de plasma semi

nal con una concer..traci.6n de proteínas de 0.035 g/dl. 
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Una vez que se tuvieron estandarizadas todas l~s 

condiciones se procedi6 a aplicar el estudio en la inves

tigaci6n de anticuerpos antiesperma-hurnano en sueros de -

personas est~riles, vasectomizadas y multíparas. 

Finalmente como método para estabilizar los reacti -

vos, se trataron con formaldeh!do. Se probaron con los -

sueros hiperinmunes los cuales dieron títulos 8 veces 

m~s bajos con los gl6bulos rojos formalinizados pero la -

estabilidad de las células se prolong6 durante los 6 me

ses que dur6 el estudio . 
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CONCLUSIONES 

La hemaglutinaci6n indirecta es aplicable a la inves

tigaci6n de anticuerpos frente al semen como lo demuestran 

los resultados de este trabajo. 

Es una técnica sensible, reproducible, sencilla~ r~

pida, la cantidad de reactivos que utiliza es mínima con 

la opci6n de prolongar su estabilidad por el tratamiento 

a los gl6bulos rojos. 

Al compararse con t~cnicas de inmunoprecipitaci6n su 

sensibilidad fué 100 veces mayor. 

A manera de prueba piloto el rn~todo se· aplic6 en la 

b~squeda de anticuerpos antiesperrna en sueros humanos, -

obteniéndose solo un caso positivo en la poblaci6n de mu

jeres mult!paras. 

Esta técnica queda ya lista para su aplicaci6n al -

estudio de sueros de individuos vasectomizados para lo- -

grar as! dilucidar si en este procedimiento se produce 

una respuesta attoinmune y con qué frecuencia sucede. 
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APENDICE 1 

METODOS QUIMICOS 

l. DETERMINACION DE PROTEINAS METODO DE BIURET 

1.1 Fundamento 

Las proteínas y los péptidos forman en soluci6n mode

radamente alcalina con iones cu++, un complejo de color 

violeta. Esta reacci6n llamada reacci6n de Biuret ocurre 

entre el i6n cu++ y los gruops -C=O y =N-H de las uniones 

pept!dicas; un i6n c6prico se enlaza a 4-6 uniones pept!

dicas por enlaces coordinados, cuanto mayor es la cantidad 

de proteína presente, tanto mas uniones peptidicas hay dis~ 

ponibles para la reacción. 

La intensidad de color producido es proporcional al 
1 

ri6mero de uniones pept!dicas que intervienen en la reac- -

ci6n de Biuret como base de un método colorimétrico sim

ple Y. rápido para la determinaci6n de proteínas. 

Se dispone.de gran nthnero de modificaciones del pro

cedimiento; pero el principio es similar, variando en por~ 

menores y en la fodllulaci6n del reactivo usado para formar 

el color de Biuret; con la mayoría de los métodos se pue

den dP.t.erminar prote!nas en el intervalo de 0.5 a 15 mg -

de prote!nas en la porción alícuota que se mide (39) • 

• 
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1.2 

1.3 

Equipo: 

cspectrof ot6metro 

balanza analítica 

Material: 

tubos de ensayo 12X75 mm (4) 

tubos de ensayo 13Xl00 mm (6) 

pipeta de 10 ml 

pipeta de 5 ml 

pipeta de 0.1 ml 

gradilla 

esp~tula 

matraz aforado de 

matraz aforado de 

matraz aforado de 

probeta de 100 ml 

frascos ambar (3) 

10 ml 

100 ml 

200 ml 

l. 4 Reactivos: 

Reactivo de Biuret 

- diluyente de Biuret 

Se disuelve 1.0 g de KI en 200 ml de NaOH 0.25 N 

- reactivo de Biuret 

Se disuelven 1.5 g de cuso4.5 H2o en 8 ml. de agua. 

Se prepara una soluci6n con 4.5 g de tartrato de 

sodio y potasio tetrahidratado en 70 ml de diluyente 
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de Biuret y se agrega lentamente agitando, la 

soluci6n de cuso4. 

Ambas soluciones ·deben estar a temperatura ambiente 

cuando se mezclen. Se afora a 100 ml con diluyente 

de Biuret (Biuret concentrado) • 

Para el Biuret de trabajo se diluye 1:5 con dilu-

yente de Biuret. 

Soluci6n patr6n de albtírnina sérica bovina 6 g/dl. 

Se pesan 0.6 g de albamina purificada y se disuelven 

en 5 ml. de soluci6n salina isot6nica aforando a 

10 ml. 

1.5 Método: 

- Preparaci6n de la curva patr6n: 

En tubos de ensayo de 12X75 mm, se preparan a partir de 

la soluci6n patr6n de 6 g/dl., 3 diluciones para tener 4 

puntos de la curva, de la siguiente manera: 

ml patr6n concentrado ml sol. salina concentraci6n 
isot6nica final 

0.1 - 6.0 g/dl 
0.3 0.1 4.5 g/dl 
0.1 0.1 3.0 g/dl 

0.1 0.2 1.5 g/dl 
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Se separa una muestra de 0.2 ml del lote de plasma seminal 

que se va a usar como antígeno. 

En tubos de ensayo de 13Xl00, se miden 0.1 ml de la mues

tra de antígeno as! como 0.1 ml. de e/u de las diluciones 

del patr6n, para correr la curva y el problema al mismo -

tiempo, como sigue: 

P a t r 6 n 1 problema blanco 
1 2 3 4 

patr6n 6.0 g/dl O.lml - - - - -
4~5 11 - O.lml - - - -
3.0 11 - - O.lml - - -
1.5 11 - - - O.lml - -

plasma seminal - - - - O.lml -
H20 destilada - - - - - O.lml 
react. Biuret 5.0ml 5.0ml 5.0ml S. Oml 5. Ornl 5.0ml 

Mezclar, reposo 30 rnin. a t" amb. Leer o.o. a 545 mm 

1.6 Interpretaci6n 

- Se grafica la o.o. contra la concentraci6n usando papel 

milimétrico 

- Por interpolaci6n del valor de D.O. del problema en la 

curva patr6n se obtiene la concentraci6n de proteína del 

antígeno en g/dl. 

DETERMIHACION DE PROTEINAS TOTALES EN PLASMA SEMINAL 

El contenido de prote!nas del plasma seminal que se uti-

liz6 como ant!geno fu~ de 2.8 g/dl. determinado por el 

método de Biuret y mediante la siguiente curva patr6n: 
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concentrac i6n absorbanc ia 
g/dl 

6.0 0.310 

4.5 0.220 

3.0 o .150 

l. 5 0.075 

plasma ser.tina! 0.145 

Determinaci6n proteínas en plasma seminal 

A Método de Biuret 

Aparato Coler.lan 
0.32 
0.30 
0.2G 
0.26 
0.24 
0.22 
0.20 
0.18 
0.16 

0.14 
0.12 
0.10 
o.os 
0.06 
0.04 
0.02 

1 2 3 4 5 6 CJ/CU 
2.8 proteínas 
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APENDICE II 

METODOS INMUNOQTJIMICOS 

l. DETERMINACION DE SUBSTANCIAS DE GRUPO SANGUINEO 

DEL SISTEMA ABO EN PLASMA SEMINAL 

1. 1 Fundamento 

Básicamente este sistema está formado por los grupos 

A, B, AB y o. En la sangre de los individuos pertenecien

tes al grupo A se encuentra el ant!geno eritroc!tico A y 

aglutininas anti B. En el ·grupo B, se encuentra el agluti

n6geno B y las aglutininas anti A, el grupo AB posee ambos 

aglutin6genos y carece de aglutininas en tanto que el 

grupo O carece de aglutin6genos y posee aglutininas anti 

A y anti B (1). 

Las substancias A y B no solo se presentan en su for

ma soluble en alcohol contenidas en eritrocitos y otras c~

lulas del organismo,sino tambi~ pueden existir como subs

tancias hidrosolubles y entonces se les puede detectar ade

más de en las c~lulas, en los l!quidos y secreciones del 

organismo. Aproximadamente el 80% de la raza blanca secre

tan estas substancias, por lo que se les llama "secretores" 

y para su detecci6n se utilizan reacciones de inhibici6n de 

la aglutinaci6n (1,10). 

El plasma seminal de un individuo secretor contiene 

suQstancias A o B o ambas, estas substancias neutralizan 

a los sueros anti.A y anti Be inhiben la aglutinaci6n de 
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los eritrocitos A o B. 

La presencia de substancia de grupo sanguíneo está indica

da por la inhibici6n de la aglutinaci6n de los eritrocitos. 

Los testigos constitu!dos por suero anti A o suero anti B 

más los gl6bulos rojos respectivos deberán mostrar agluti

naci6n franca. 

1.2 Equipo 

centrifuga clínica 

reloj de intervalos 

l. 3 Material 

Tubos de ensaye 12X75 mm (20) 

tubos c6nicos (2) 

pipetas de 1 ml. ( 4) 

gradilla 

frascos ámpula (4) 

1.4 Reactivos 

Suspensi6n al 2% de eritrocitos grupo A 

Se mide 1 ml. de sangre total del grupo A en un tubo 

c6nico y se centrifuga a 2,000 rpm durante 5 rnin. 

Se lava 3 veces con soluci6n salina isot6nica. 

Para 25 m1 de suspensi6n, se mide 0.5 rnl del paquete 

de eritrocitos lavados aforando a 25 ml. con solución 

'salina isot6nica. 

Suspensi6n al 2% de eritrocitos grupo B 

Se prepara en la misma forma que la anterior. 
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Suero Anti A y suero anti B 1:4 

Por cada volumen del suero comercial medido se agre

gan 3 volfunenes de solución salina isot6nica. 

1.5 M€todo 

- Las muestras· de semen se centrifugan. En una gradilla 

se coloca el doble de tubos de ensayo de acuerdo al n11mero 

de muestras, se deposita 1 gota de plasma seminal en cada 

tubo, a dos altimos tubos de les agrega en lugar de plas

ma seminal, una gota de solución salina isot6nica, estos 

tubos servirán como testigos de la aglutinaci6n. 

- Se dividen los tubos en dos series. A una serie se le -

agrega 1 gota de suero anti A 1:4 y a la otra serie suero 

anti B 1:4. 

- Se mezcla perfectamente el contenido d~ los tubos y se

dejan reposar a temperatura ambiente durante exactamente 

10 minutos. 

- Despu~s se agrega a todos los tubos 1 gota de la suspen

si6n de eritrocitos del grupo A o del grupo B segan corres

ponda. Se mezcla y se dejan reposar durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. 

- Se centrifuga a 1000 rpm durante 1 minuto. Se re~ueven 

suavemente los eritrocitos sedimentados y se observa si 

existe aglutinaci6n macrosc6pica. 
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1.6 Interpretaci6n 

grupo sanguíneo substancias presentes 

AB H, A y B 

A H, A 

B H, B 

o H 
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2. DOBLE DIFUSION RADIAL. TECNICA DE OUCHTERLONY 

2.1 Fundamento 

Es una técnica extremadamente 6til por la sencillez 

de su realizaci6n, se basa en el principio de que el ant!

geno y el anticuerpo se difunden en forma radial a través 

de un medio semis6lido de agar purificado disuelto en amor

tiguador acetato-veronali en el lugar donde el ant!geno y 

su anticuerpo se encuentran en concentraciones equivalentes 

se forma una banda ~e precipitaci~n (2,11). 

En el caso de probar un ant!geno constituido por una 

mezcla de fracciones antigénicas frente a Úna mezcla de an-

ticuerpos se forman varias bandas y cada una corresponde a 

una fracci6n antigénica diferente (1). 

La velocidad de difusi6n de los reactivos es una ·-

funci6n de la concentraci6n (e), del área de superficie -

disponible para la difusi6n (A) , del grosor del medio de 

difusi6n (d) y de la constante de difusi6n de la substan

cia (K). Esta relaci6n se conoce como ley de Fick y está 

expresada por: 

I<Ac 
V= --d-

La constante de difusi6n K, depende a su· vez del pe

so molecular y estructura de la substancia, as! como de su 

solubilidad y grado de ionizaci6n. 
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2.2 Equipo: 

balanza anal!tica 

2. 3 Material: 

portaobjetos (12) 

horadador 4 mm de di~metro 

capilares (10) 

placa de vidrio 

nivel de gota 

plantilla para perforaci6n 

tripi~ con tela de alambre 

mechero 

probeta de 50 ml. 

pipeta de 10 ml. 

tubos de ensayo 13Xl00 mm (12) 

recipiente con tapa, para c~mara htimeda 

tubos con tap6n de rosca (2) 

matraz Erlenmeyer 125 ml. 

2.4 Reactivos: 

Amortiguador acetato veronal pH=8.6 p=O.l 

Se disuelve un frasco de amortiguador pH=8.6 p=0.1 

(de fuente comercial) en un litro de agua desioniza

da. 

Agar al 1.5% -en amortiguador acetato-veronal pH=8.6 

p = o.os 
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Para 25 ml. se pesan 0.375 g de agar purum, se colo

can en un matraz Erlenmeyer de 125 rnl. El amorti- -

guador tiene una fuerza i6nica de O .1 y para l.as 

placas se requiere a p=0.05, se miden 12.5 ml. de 

amortiguador a p=0.1 y se afora a 25 ml. con agua -

desionizada. Los 25 rnl. se agregan al agar pesado, 

adei:Ms se agregan 0.25 rnl. de timerosal. 1:100 corno -

conservador. Se calienta el agar, en baño de agua -

hirviente hasta su completa disoluci6n, después se -

coloca en tubos de 13X100 depositando 3 rnl. en cada 

tubo, se tapan con parafilm, se rotulan y se guardan 

en refrigeraci6n hasta su uso. 

Agar al 0.5%.para sellar 

Para 20 ~l. se pesa 0.1 g de agar purum, se colocan 

en un matraz Erlenrneyer de 125 ml. que contenga 20 ml. 

de agua destilada, disolver calentando en baño de 

agua hirviente, se agregan 0.2 ml. de timerosal 1:100 

como conservador. Se guarda en tubos con tap6n de 

.rosca y se refrigera hasta su uso. 

2.5 M~todo: 

- Preparaci6n de las placas: 

Sellado de portaobjetos. Los portaobjetos perfectamente 

limpios se desengrasan en una mezcla de etanol/acetona. 

Para sellarlos se barnizan con el agar al O. 5% fundido y 
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... 

se dejan solidificar a temperatura ambiente. 

Se funde el agar al 1.5% de los tubos, se enfr!an a BOºC, 

se colocan en una superficie nivelada y se vacían 3 ml. 

uniformemente sobre cada portaobjetos de manera que quede 

una capa homogénea, se deja solidificar perfectamente el 

gel de agar. 

Se prepara una c!mara h!lmeda para las placas y se colocan 

en refrigeraci6n durante 15 min. 

Se coloca una laminilla sobre la plantilla y con el.hora

dador se perfora el gel en forma de roseta es decir uno 

central y seis periféricos, se retiran los cilindros de gel. 

En cada portaobjeto, se pueden practicar dos rosetas, 

Esquema No. 9 

- Inmunodifusi6n: 

Con capilares diferentes, se colocan las diluciones del 

plasma seminal en la periferia siguiendo el sentido de las 

manecillas del reloj y el suero hiperinmune en el pozo cen

tral de manera que se llenen completamente y sin derramar -

su contenido. 

Se 'colocan las laminillas en cámara hdmeda a temperatura 

. ambiente 24-48 h. 

Se hace la lectura y se registran los resultados. 

2.6 Interpretaci6n 

Se registran las· bandas de precipitaci6n que aparecen • 
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Si es necesario, las laminillas se pueden teñir. 

La presencia de bandas de precipitaci6n entre el antígeno 

y el suero, se considera como una reacci6n positiva. 

El título de anticuerpos estará dado por la diluci6n más 

alta que da bandas de precipitaci6n definidas. 
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3. TECNICA DE COLORACION DE LOS INMUNOPRECIPITADOS 

3 .1 Fundamento : 

La técnica de coloraci6n se basa en la capacidad que 

tienen las proteínas para captar colorantes corno el negro 

de amido y rojo de Ponceau, así como en .la facilidad de -

estos colorantes para penetrar a trav~s del ge1 de agar 

(33,38). 

3.2 Equipo: 

balanza analítica 

reloj de intervalos 

3.3 Material: 

probeta 100 ml. 

matraz aforado de 1,000 ml. 

cajas de Coplin (3) 

pinzas millipore 

3.4 Reactivos: 

Soluci6n salina isot6nica (0.85%) 

Soluci6n de ac. ac~tico al 2% 

Colorante: negro de amido 10 B. Se pesan 0.5 g de negro 

de amido 10 B y se disuelven en 100 ml de metanol-ácido 

acé~ico glacial (9:1) 

Mezcla metanol-ácido ac~tico glacial (9:1) 

3 .5 M~todo: 

3. 5 .1 Eliminaci6n de las prote!na s que no reaccionaron 

Las placas de agar se lavan con soluci6n salina isot6nica y 

agitaci6n durante 6 h. 
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Las placas de agar lavadas se recubren con tiras de papel 

filtro humedecidas, evitando qu~ queden burbujás de aire. 

Se dejan secar a temperatura ambiente de 24 a 48 h. 

Se quitan las tiras de papel de las placas de agar y se -

colocan 5 min. en ácido ac~tico al 2%. 

3.5.2 Tinci6n: 

Se colocan las laminillas en la caja de Coplin que contie- . 

ne el colorante negro de amida, durante 2 min. 

3.5.3 Decoloraci6n: 

Se escurre el colorante y se sumergen las laminillas en -

metanol-ácido acético glacial 9:1 durante 15 min. 

Se hacen varios cambios hasta que el gel de agar quede in

coloro y solo las bandas de precipitaci6n est~n teñidas. 
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4. ·oBTENCION DEL SUERO INMUNE EN CONEJOS 

Este suero se utiliz6 como control positivo para la eva - -

luaci6n del método desarrollado. 

OBTENCION DEL INMUNOGENO 

El semen se obtuvo recolectando las muestras sobrantes de 

espermatobioscopias con resultados normales, del centro -

hospitalario "20 de noviembre" del ISSSTE, de la Unidad de 

Gineco Obstetricia del Centro M~dico Nacional y de la Clí

nica 32 del IMSS. 

Las muestras se mantuvieron congeladas hasta tener un .vo

lumen apreciable, se descongelaron y se centrifugaron 2 

veces a 3,000 rpm. durante 20 minutos p~ra eliminar la ma

yor cantidad posible de espermatozoides obteni~ndose as! 

el plasma seminal. 

Se form6 un lote, mezclando las muestras centrifugadas, el 

cual se esteriliz6 por filtraci6n en Seitz. Del filtrado 

est~ril se separo una muestra de 4 ml. para realizar la 

prueba de esterilidad bacteriana y mic6~ica; para esto se 

sembraron muestras de 0.5 ml. en tubos conteniendo 16 ml 

de medio de tioglicolato flu!do (USP), as! corno tubos con

teniendo el mismo volumen pero de medio Saboureaud líquido 

(USP) , los primeros se incubaron a 32-35ºC durante 7 d!as 

y los de Saboureaud a temperatura ambiente durante 14 d!as. 

Diariamente se hizo la observaci6n de los tubos para eviden

ciar cualquier indicio de desarrollo bacteriano o de hongos. 

Como no hubo desarrollo se procedi6 a la inmunizaci6n de 

los conejos. 
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ESQUE~A DE INMUNIZACION 

Se inocularon 5 conejos, sigui~ndose el esquema de inmuni

zaci6n que se describe en la tabla No. 3 

TABLA No. 3 

d!a plasma seminal adyuvante completo v!a de adminis 
humano (ml ) de Freund (ml ) traci6n 

1 0.5 o.s . intramuscular 
8 1.0 1.0 intramuscular 

15 0.2 (1:10) - endovenosa 
16 o.s (1:10) - endovenosa 

17 1.0 (1 :10) - endovenosa 
18 0.2 - . endovenosa 
19 0.5 - endovenosa 
20 1.0 - endovenosa 

Al t~rmino del esquema de in.~unizaci6n, se dej6 descansar. 

a los animales durante una semana y se procedi6 a hacer la 

sangr!a de prueba; la respuesta individual en los animales 

se evalu6 por el m~todo de Ouchterlony en su modalidad se

micuantitativa. En los casos en que la prueba di6 un t!tulo 

bajo, fue necesario aplicar 2 dosis m~s de plasma seminal 

de 2 ml. cada una por vía intraperitoneal a intervalos de 

una semana entre la pr~mera y la segunda. 

Si el resultado de la prueba fué satisfactorio·, se sangr6 

a los conejos por punci6n card!aca. Se dej6 coagular la 

sangre, se separ6 el suero al cual se le adicion6 1 ml. de 

soluci6n de timerosal 1:100 ppr cada 100 ml. de suero como 
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conservador y se mantuvo en congelaci6n en alícuotas de 

0.5 ml. y 1 ml. 

EVALUACION DE LOS SUEROS INMUNES POR EL METODO DE 

OUCHTERLONY 

La evaluaci6n final de los sueros fue la siguiente: 

suero: 1 2 3 4 

Al término del esq. de 1:40 1:20 1:40 1:40 
irununizaci6n 

Refuerzos 

Evaluaci6n final 1:160 1:80 1:40 1:160 

Se pudieron observar hasta 3 bandas de precipitaci6n. 
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5. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF) 

5.1 Fundamento: 

Es una t~cnica que puede aplicarse a las reacciones 

de inmunoprecipitaci6n siempre que el ant!geno tenga una 

movilidad el~ctrica con predominio negativo. 

El ant!geno se mueve hacia el ánodo en el campo eléc

trico y los anticuerpos que tienen una carga eléctrica muy 

baja se mueven hacia el cátodo debido al fen6meno electro

endosm6tico del amortiguador; cuando los dos se unen se 

forma una o varias l!neas de precipi taci6n visibles en el 

medio de soporte (agarosa, gel de agar purificado). En 

comparaci6n con el m~todo de Ouchterlony la contrainmuno

electroforesis se caracteriza por la mayor rapidez en la 

formación de los precipitados (45-60 min) y por su mayor 

grado de sensibilidad (concentra a todos los componentes 

inmunol6igcos en un solo lugar). 

5.2 Equipo: 

balanza analítica 

cámara de electroforesis 

fuente poder 

5.3 Material: 

portaobjetos (12) 

horadador 2 mm de diámetro 
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capilares (5) 

placa de vidrio 

nivel de gota 

plantilla para perforaci6n 

tripi~ con tela de alambre 

mechero 

probeta de 50 ml 

pipeta de 10 ml 

tubos de ensayo 13Xl00 mm (12) 

recipiente con tapa, para cámara h~rneda 

matraz Erlenmeyer 125 ml 

tiras de papel Whatr.lan No. 1 de 2.5 cm X 4.5 cm (24) 

5.4 Reactivos 

Amortiguador acetato-veronal pH=8.6 p=O.l (ver Ap~n

dice II-2). 

Agar al 1.5% en amortiguador acetato veronal pH=B.6 

p.='0.01 

Se pesan 0.375 g de agar. El amortiguador está prepa

rado conp=O.l, se miden 2.5 rnl y se afora a 25 rnl 

con agua desionizada para tener la fuerza i6nica de

seada. Se agregan 0.25 ml de timerosal 1:100 como 

conservador. 

Agar al 0.5% para sellar (ver Ap~dice II-2) 

AnKlrtiguador acetato-veronal pH=8.6 p=0.05 

Se diluye 1:5 el amortiguador concentrado. 
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5.5 M~todo: 

Preparación de las placas 

Sellado de protaobjetos. Los portaobjetos perfecta

mente limpios se desengrasan en una mezcla de etanol/ace

tona. Para sellarlos se barnizan con el agar al 0.5% fun

dido y se dejan solidificar a temperatura ambiente. 

Se funde el agar, se enfr!a a SOºC se colocan en una 

superficie nivelada y se depositan 3 ml uniformemente 

sobre cada portaojbetos de manera que quede una capa ho

mogfulea, se deja solidificar perfectamente el gel ~e aga~ 

Se prepara la c4mara htimeda para las placas y se co

locan en refrigeración durante 15 rr.in. 

Se coloca una laminilla sobre la ·plantilla y con el 

, hor.adador se perfora el gel en forma de filas por pares y 

se retiran los cilindros de gel. En cada portaobjetos 

se pueden practicar 9 pares de pozos •. Esquema No. 5 

Con capilares diferentes, se colocan las diluciones del 

plasma seminal en una de las filas de pozos y en los po

zos opuestos los sueros. 

Electroforesis . 

Se llena la c~ara con amortiguador acetato-veronal 

pH=B.6 p=0.05. 

Se colocan las placas, poniendo el ant!geno en el la

do del c4todo. El contacto entre el amortiguador y el gel 

de agar se establece mediante tiras de papel filtro 
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Whatman No. 1 

Se aplica un potencial de 9 v/cm durante 45 rnin. 

5.6 Ú1terpretaci6n 

La presencia de bandas de precipitaci6n entre el an

t!geno y el suero, se considera como una reacci6n positiva. 

El t!tulo de anticuerpos estará dado por la diluci6n 

m4s alta de ant!geno q~e al reaccionar con el suero de 

bandas de precipitaci6n definidas. 
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6. HEMAGLUTINACION INDIRECTA. REACTIVOS 

Soluci6n de Alsever 

Para preparar 100 ml de Alsever se pesa: 

glucosa: 

citrato de sodio: 

ac. c!trico: 

NaCl: 

2.05 g 

0.80 g 

0.055 g 

0.42 g 

Se afora a 100 rol con·agua destilada. Se reparte en 

3 matraces Erlenmeyer de 125 ml depositando 27 rol de solu-

ci6n de Alsever en cada uno; se tapan con torunda de algo-

d6n y gasa y se esterilizan a 121°C dur~nte 10 min. 

Se guardan los matraces en refrigeraci6n hasta su uso 

Amortiguador salino de fosfatos 

Soluciones concentradas 

Na2HP04 KH2Po4 NaCl 

0.15 M 0.15 M 0.15 M 

N~2HPO 4 2L 3 g KH2Po4 20.4 g NaCl 8 .8 g 

se afora al 1,000 se afora a 1,000 se afora a 1,000 

mililitros mililitros mililitros 

TABLA No. 4 

Para 200 ml de amortiguador salino de fosfatos (ASF) 

pH = 7.2, se mezclan: 
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KH 2Po4 

Na2HP04 

NaCl 

0.15 M 

0.15 M 

0.15 M 

24 ml 

76 ml 

100 ml 

se ajusta el pH a 7.2 con HCl 0.1 N 

Para 200 ml de amortiguador salino de fosfatos (ASF) 

pH = 6.4, se mezclan: 

KH 2Po4 

Na2HP04 

NaCl 

0.15 M 

0.15 M 

0.15 M 

67. 7 ml 

32.3 ml 

100.0 ml 

Se ajusta el pH a 6.4 con HCl 0.1-N 

Ac. tánico 1:20,000 

Se pesan 10 mg de ácido tánico agregando 10 ml de 

amortiguador salino de fosfatos pH=7.2 quedando una so

luci6n 1:1,000. 

Se miden 1.5 ml de la diluci6n 1:1,000 y se agregan 

28.5 ml del amortiguador (soluci6n 1:20,000) 
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